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(54) Erzeugung raumlich scharf begrenzter Festphasen fur Bindungsassays 

(57) Es wird ein Verfahren zum Airtbringen einer 
mehrlagigen Beschichtung auf einen festen, nicht poro- 
sen Trager, ein Verfahren zur Vermeidung des Ver- 
schmierens von raumlich begrenzten Festphasen sowie 
ein Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bin- 
dung an eine beschichtete Festphase beschrieben. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrrfft ein Verfahren zum Aufbringen einer mehrlagigen Beschichtung auf einen festen, nicht 
porOsen Trager, ein Verfahren zur Vermeidung des Verschmierens von raumlich begrenzten Festphasen, ein Verfahren 
5 zur Verringerung der unspezifischen Bindung an eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase sowie Fest- 
phasen, die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellt werden. 

[0002] Bindungsassays zur Bestimmung von Analyten, wie etwa Immunoassays, NukleinsSurehybridisierungsassays 
usw. werden in groBem Umfang eingesetzt. Der Nachweis eines Analyten durch Bindungsassays kann mit einer hete- 
rogenen Testfuhrung erfolgen, wobei eine f lussige Phase mit einer Festphase in Kontakt gebracht wird. Die Festphase 
10 urrrfaBt Testflachen mit Rezeptormolekulen, an die der Analyt spezifisch bindefahig ist. Die Bindung des Analyten wird 
anschlieBend, z.B. mittels einer Markierung, nachgewiesen. 

[0003] Fur eine zuverlassige qualitative Oder quantitative Bestimmung eines Analyten, ist es notwendig, die Testfla- 
chen der Bindungsassays reproduzierbar und mit genau definierten Mengen an Rezeptormolekulen herstellen zu kOn- 
nen. Unterschiede in der GroBe der Testflachen, Randunscharfe der Testflachen, Verschmieren der Rezeptormolekule, 

15 unterschiedliche Rezeptordichte in den Testflachen und unspezrfische Bindestellen fuhren zu Unterschieden in der 
detektierten SignalhOhe und somit zu Ungenauigkeiten bei der Auswertung von Testergebnissen. 
[0004] Diese Probleme wirken sich zumeist umso starker aus, je kleiner die Festphase und die darauf befindlichen 
Testflachen sind. Liegen einzelne Testflachen mit unterschiedlichen Rezeptormolekulen zum Nachweis verschiedener 
Analyten nahe beietnander, so kann es durch Randunscharfe der Testflachen oder/und Verschmieren der Rezeptormo- 

20 lekule zur Kontamination spezif ischer Testflachen mit gegen einen anderen Analyten gerichteten Rezeptormolekulen 
kommen, was zu falschen Testergebnissen fuhren kann. Besonders schwerwiegend ist dieses Problem bei qualitativen 
Tests zum Nachweis von Infektionskrankheiten. So hat z.B. eine aufgrund von Verschmieren der Rezeptormolekule 
falsch positive Probe bei einem HIV-Test erhebliche Konsequenzen. 

[0005] Eine Vielzahl von Testformaten beruht auf der Verwendung von porosen Tragermaterialien wie etwa Papier- 
25 scheiben oder anderen porosen Materialien. Bei solchen Testformaten. wie sie beispielsweise in der EP-A-0 427 984 
und der EP-A-0 063 810 beschrieben sind, wird eine Rezeptorschtcht auf einem porosen Material gebildet, indem 
Rezeptormolekule aus einer Losung auf das porose Material aufgebracht und durch das Trager material aufgesaugt 
wurden. Das Aufsaugen der Beschichtungslasung bewirkt insbesondere eine von der lokalen Mikrostruktur des TrSger- 
materials abhangige Aufweitung der beschichteten Flache. Es ist deshalb schwierig, mit dieser Methode reproduzier- 
30 bare gleichmaBige Testflachen, insbesondere in miniaturisierten Testformaten bereitzustellen. Zudem ist bei solchen 
miniaturisierten Testformaten auf Basis von porosen Tragermaterialien die Auswertung schwierig. Durch die Uneben- 
heit und UngleichmaBigkert der Oberflache poroser Materialien kann zumeist nur eine begrenzte optische Auf losung 
der Testflachen erreicht werden. 

[0006] Es wurde deshalb versucht, anstelle von porOsem Tragermaterial ein TrSgermaterial mit einer nichtporosen 
35 Oberflache zu verwenden. US-PS-4,591 ,570 beschreibt eine Immunoassay-Vorrichtung zur gleichzeitigen Bestimmung 
mehrerer Antigene mit Hilfe eines Antikorperarrays, wobei als Trager Glas oder Kunststoff verwendet wird. Durch die 
Verwendung dieses Tragermaterials ist es mOglich, die GesamtgroBe des Testformats und somit die benotigte Proben- 
menge deutlich zu verringern. Allerdings tritt auch bei nichtpordsert Oberfiachen, insbesondere bei miniaturisierten 
Testverfahren. das Problem auf, daB die Rezeptormolekule verschmieren. Ein Verschmieren kann durch unkontrollier- 
40 tes Spriten der aufgebrachten Beschichtungslosung, d.h. eine Flachenzunahme, bei der die Kontur regelmaBig bleibt, 
verursacht werden. Daneben kann auch ein unkontrolliertes Zerf lieBen der aufgebrachten Beschichtungslosung auftre- 
ten, was zu einer unregelmaBigen Kontur fuhrt. SchlieBlich kann das Verschmieren eine Verfrachtung von Rezeptormo- 
lekulen in den Bereich auBerhalbder mit Beschichtungslosung benetzten Fiachen bewirken. 

[0007] Viele der ublicherweise verwendeten Rezeptormolekule, wie etwa niedermolekulare Rezeptormolekule, adsor- 
bs bieren zudem nur schlecht oder schlecht reproduzierbar auf festen Tragern mit nichtporosen Oberfiachen. Weiterhin 
enthalten viele wassrige Losungen von Rezeptormolekulen, wie sie ublicherweise zum Aufbringen von Rezeptormole- 
kulen auf Festphasen verwendet werden, zum Stabilisieren ein Detergens, wodurch die Adsorption der Rezeptormole- 
kule auf teste Trager mit nichtporosen Oberfiachen zumindest zum Teil verhindert wird. 

[0008] Um die Bindefahigkeit von Rezeptormolekulen an nichtporOse Oberfiachen zu verbessern, kdnnen mehrlagige 
so Beschichtungen aufgebracht werden. Aber auch bei solchen Beschichtungen treten innerhalb einzelner Testflachen 
Unterschiede in der GroBe und Randunscharfen auf. was bei der Auswertung. insbesondere von miniaturisierten Test- 
formaten, erhebliche Probleme ergibt. 

[0009] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem raumlich 
scharf begrenzte Testflachen fur Bindungsassays erhalten werden konnen. 
55 [001 0] Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB gelost durch ein Verfahren zum Aufbringen einer mehrlagigen Beschich- 
tung auf einen festen, nichtporosen Trager, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen einer Vorbeschichtung auf ein Reagenzfeld des festen Tragers. 
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(b) Waschen des vorbeschichteten Tragers mit einer wassrigen Flussigkeit und 

(c) Aufbringen einer zweiten Beschichtung, umfassend Rezeptormolekule, die mit der Vorbeschichtung bindefahig 
sind, auf den vorbeschichteten Trager in Form von raumlich begrenzten Fiachen auf dem Reagenzfeld. 

5 [001 1 ] Erf indungsgemaB wird der teste, nichtpordse Trager zunachst mit einer Vorbeschichtung versehen. Die Vor- 
beschichtung kann dabei vollfiachig auf einen Teil oder auf die gesamte Flache eines Reagenzfeldes des festen Tra- 
gers oder auch in Form von Spots aufgetragen werden. Bevorzugt wird die Vorbeschichtung vollfiachig aufgetragen. 
Die Vorbeschichtung wird typischerweise aus einer wassrigen Ldsung auf den Trager aufgebracht Sie kann aus belie- 
bigen Molekulen bestehen, welche die Bindung einer zweiten Beschichtung ermoglichen. Bevorzugt umfaBtdie Vorbe- 

10 schichtung einen ersten Partner eines hochaffinen Bindepaares, wie z.B. Streptavidin, Avidin oder Biotin sowie 
Analoga, Derivate und Konjugate der vorstehenden Substanzen, Oder Antikorper wie z.B. Anti-Maus-Antikorper. Es 
konnen aber auch Moiekule als Vorbeschichtung aufgebracht werden, die fur eine kovalente Bindung mit der zweiten 
Beschichtung vorgesehen sind, etwa Moiekule, die eine Amin-, eine Sulfid- Oder eine Silylgruppe enthalten. 
[0012] Wenn man auf eine solche Vorbeschichtung Rezeptormolekule in wassriger Ldsung in Form kleiner TrOpfchen 

15 aufbringt, diffundieren sie aus der LOsung an die Vorbeschichtung und binden an diese. Es wurde jedoch festgestellt, 
da B die aufgebrachten Flussigkeitstrdpfchen verlaufen, was zu unterschiedlicher Kontur und GrOBe der Spotfiachen 
fuhrt. Daraus resultieren Unterschiede in der Rezeptordichte in den einzelnen Testf lachen und somit Unterschiede in 
der Signalhdhe die zu falschen Resultaten fuhren konnen. 

[0013] Uberraschenderweise wurde nun festgestellt, daB durch Einfuhren des Verfahrenschrittes (b). namlich 
20 Waschen des vorbeschichteten Tragers mit einer wassrigen Flussigkeit, reproduzierbare, gleichformige Testspots 
erhalten werden konnen. Das Waschen des vorbeschichteten Tragers kann mit reinem Wasser durchgefuhrt werden, 
bevorzugt wird ein Puffer mit geringer lonenstarke verwendet. Die wassrige Flussigkeit oder Waschldsung, die zum 
Waschen des vorbeschichteten Tragers verwendet wird, kann Puffersubstanzen, Detergenzien oder/und sonstige 
Zusatze umfassen. Als Puffersubstanzen konnen grundsatzlich alle gebrauchlichen oder dem Fachmann bekannten 
25 Puffersubstanzen verwendet werden. Die Konzentration, in der die Puffersubstanzen in der Waschldsung vorliegen 
betragt bevorzugt < 250 mM, besonders bevorzugt < 100 mM und am meisten bevorzugt < 40 mM. Die besten Ergeb- 
nisse im Hinblick auf die erf indungsgemaBe Funktion als Waschlosung werden dann erhalten, wenn die Puffersubstanz 
in einer Konzentration < 10 mM, bevorzugt < 5 mM und am meisten bevorzugt < 2 mM vorliegt. In Tabelle 1 sind einige 
Puffersubstanzen, sowie ihre bevorzugten (d), besonders bevorzugten (C2) und am meisten bevorzugten (C3) Konzen- 
30 trationsbereiche angegeben. 



Tabelle 1 



Puffersubstanz 


Ci [mM] 


c 2 [mM] 


c 3 [mM] 


Phosphat 


< 40 


<5 


< 2 


Carbonat 


< 40 


<5 


<2 


Mes/Tris 


<, 100 


<> 10 


<;5 


Hepes/Tris 


< 100 


< 10 


<5 



[0014] Fur eine weitere Optimierung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es moglich, in Abhangigkeit von der Art 
der Wechselwirkung, mit der die Rezeptormolekule auf der Vorbeschichtung gebunden werden, einen Puffer auszu- 
45 wahlen, der optimale Reaktionsbedingungen gewahrleistet. Beispielsweise ist fur eine Vorbeschichtung mit Streptavi- 
din der pH-Bereich von 5 bis 9 optimal. 

[001 5] Erf indungsgemaB konnen auch Pufferkombinationen verwendet werden, die eine f luchtige Komponente ent- 
halten, wie etwa Essigsaure oder Ameisensaure. Beim Eintrocknen von Pufferresten kdnnen solche Pufferkombinatio- 
nen jedoch auf der Vorbeschichtung zu groBen pH-Schwankungen fuhren, da lediglich ein Bestandteil des Puffers 

50 verdampft, wahrend der andere auf der Oberflache verbleibt. Bevorzugt werden deshalb Pufferkombinationen verwen- 
det, die ausschlieBlich aus f luchtigen oder ausschlieBlich aus nichtfluchtigen Komponenten bestehen. 
[0016] Zusatzlich oder anstelle von Puffersubstanzen kann die erf indungsgemaB verwendete Waschldsung auch ein 
Detergenz enthalten. Ein Zusatz von Detergenz zur Waschldsung unterstutzt das weitgehend ruckstandsfreie Entfer- 
nen der Waschldsung von der Vorbeschichtung. Das Detergenz ist in der Waschlosung bevorzugt in einer Konzentra- 

55 tion < 0,05 Vol.-% (bezogen auf das Gesamtvolumen), insbesondere < 0,02 % (vol-vol), mehr bevorzugt < 0,01 % (vol- 
vol) und am meisten bevorzugt < 0,005 % (vol -vol) enthalten. Die besten Ergebnisse werden erhalten, wenn die Kon- 
zentration des Detergenz in der Waschldsung < 0,003 % (vol-vol), mehr bevorzugt < 0.002 % (vol-vol) und am meisten 
bevorzugt < 0,001 % (vol-vol) betragt. Die bevorzugten (d), besonders bevorzugten (C2) und am meisten bevorzugten 



3 

3NSOOCID: <EP 0939319A2J_> 



EP0 939 319 A2 

(C3) Konzentrationen fur einige bevorzugte Detergenzien sind in Tabelle 2 angegeben. 



Tabelle 2 



Detergenz 


[% vol-vol)] 


C 2 [% (vol-vol)] 


C3 [% (vol-vol)] 


Tween 20 


<0,01 


< 0,005 


< 0,003 


n-Oclylglucosid 


<0,02 


<0.01 


< 0,003 


Chaps 


<0,01 


< 0,005 


< 0,003 


Brj35 


< 0,005 


< 0,002 


< 0,001 



[0017] Grundsatzlich sind alle Detergenzien geeignet, ein weitgehend ruckstandsfreies Entfernen der WaschlOsung 
15 zu erzielen. Die Eignung ernes bestimmten Detergenz fur ein bestimmtes Testformat kann abhSngig vom Typ der 
Beschichtung und dertechnischen Randbedingungen, wie etwa dem Format des Reagenztragers, der verwendeten 
Absaugvorrichtung usw. vom Fachmann durch wenige Vorversuche ermittelt werden. Insbesondere muBdarauf geach- 
tet werden, da 3 das Detergenz eine sp&ter aufgebrachte Flussigkeit nicht Oder nur geringfugig zum ZerflieBen bringt. 
Aus diesem Grund ist beispielsweise bei der Verwendung des Detergenz SDS besondere Aufmerksamkeit, insbesond- 
20 ere hinsichtlich der verwendeten Konzentration angebracht. 

[0018] Die erfindungsgemaBverwendete Waschlosung kann auch sonstige Zusatze umfassen, die sich vorteilhaft auf 
die Verfahrensfuhrung auswirken. Insbesondere konnen Zusatze verwendet werden, die stabilisierend auf die Vorbe- 
schichtung wirken. Dies ermoglicht eine zeitliche Trennung zwischen der Vorbeschichtung des Reagenztragers und der 
Aufbringung der fur den jeweiltgen Bindeassay spezrfischen Beschichtung im Herstellungsverfahren. Beispiele fur sol- 
25 che sonstige Zusatze sind Zucker, Salze und Blockreagenzien. Die bevorzugten (c^, besonders bevorzugten (c 2 ) und 
am meisten bevorzugten (C3) Konzentrationen fur diese Substanzen sind in Tabelle 3 dargestellt. 



Tabelle 3 



Substanz 


Ci [% (Gew.-Vol)] 


C2 [% (Gew.-Vol)] 


c 3 1% (Gew.-Vol)] 


Zucker 


<0,5 


<0,1 


<0,05 


Salze 


<0,5 


<0,1 


<0,05 


Blockreagenzien 


<0,2 


<0,02 


<, 0,005 



[0019] Bevorzugte Zucker sind niedermoiekulare Zucker, wie etwa Saccharose, mit einem Molekulargewicht < 1 000, 
besonders bevorzugt < 500. Am meisten bevorzugt sind niedermoiekulare Zuckeroligomere, die eine, zwei Oder drei 
Zuckereinheiten umfassen. 

40 [0020] Als Salze werden bevorzugt solche verwendet, die wahrend des Eintrocknens nicht zur Kristallbildung neigen, 
wie etwa Di-Natriumtatrat-dihydrat. 

[0021] Als Blockreagenzien werden bevorzugt niedermoiekulare Proteine, wie etwa Pepton verwendet 
[0022] Die Konzentration der einzelnen Stoffe in der WaschlOsung kann in Abhangigkeit von den spez'rfischen Test- 
anforderungen, wie etwa Art der Beschichtung, GrOBe des Testformats usw. eingestellt werden. so wird beispielsweise 
45 im Fall von Reagenztragern mit relativ groBen ReaktionsflSchen (Druchmesser > 1 cm), bevorzugt reines Wasser oder 
eine Waschlosung mrt relativ geringen Konzentrationen der oben genannten Substanzen (Puffer, Detergenz, sonstige 
Zusatze) verwendet, um eine moglichst ruckstandsfreie Absaugung zu erzielen. 

[0023] Bevorzugt wird die wassrige Flussigkeit uber die Vorbeschichtung geteitet und dann vollstandig entfernt, z.B. 
abgesaugt, so daB die Vorbeschichtung trocken zuruckbleibt. Bevorzugt wird eine Vorbeschichtung verwendet, die 

so hydrophobe Eigenschaften aufweist. 

[0024] Auf die gewaschene Vorbeschichtung wird dann eine zweite Beschichtung aufgebracht, umfassend Rezeptor- 
molekOle, die mit der Vorbeschichtung bindefahig sind, und zwar in Form von raumlich begrenzten Fiachen auf dem 
Reagenzfeld. Die Rezeptormolekule enthalten bevorzugt den zweiten Partner des Bindepaares, der eine hochaffine 
Wechselwirkung, z.B. eine immunologische Reaktion, eine Streptavidin/Avidin-Wechselwirkung oder Shnliches oder 

55 auch eine kovalente Bindung mit dem als Vorbeschichtung aufgebrachten ersten Partner des Bindepaares eingehen 
kann. So kann beispielsweise als Vorbeschichtung Streptravidin oder Avidin aufgebracht werden und das Rezeptormo- 
lekul enthalt dann einen Biotinanteil. Bevorzugt erfolgt die Bindung der Rezeptormolekule an die Vorbeschichtung mit- 
tels hochafliner Wechselwirkungen mit einer Gleichgewichtskonstante K M ^ 10 s l/mol. Durch das Aufbringen der 
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zweiten Beschichtung auf die gewaschene Vorbeschichtung erhalt man reproduzierfoare, gleichformige Konturen und 
Gr6Ben der Testflachen. 

[0025] Dieser Effekt wird durch die beigefugten Figuren weiter eriautert, worin 

s Figur 1 miniaturisierte Testflachen zeigt, die aul herkCmmliche Weise ohne Waschschritt hergesteilt wurden, 

Figur 2 miniaturisierte Testflachen zeigt, die gemaB dem erfindungsgemSBen Verfahren hergesteilt worden sind 
und 

Figur 3 die Wirkung des Waschschritts veranschaulicht, wobei Figur 3a ein mit Wasser gefulltes unbeschichtetes 
Enzymun-Testrohrchen (das ist ein unbeschichtetes Polystyrolrohrchen) zeigt, Figur 3b ein mit Wasser 
w gefulltes Streptavidin beschichtetes Enzymun-Testrohrchen (das ist ein Streptavidin -beschichtetes Polysty- 

rolrohrchen, Boehringer Mannheim, Best-Nr. 1144553, "Enzymun-Test Streptavidin Tube") zeigt und Figur 
3c ein Streptavidin beschichtetes und anschlieBend gewaschenes und getrocknetes Enzymun-Testrohr- 
chen, in das Wasser gefullt wurde, zeigt. 



is [0026] Ein Vergleich der in Figur 1 und Figur 2 gezeigten Testflachen demonstriert deutlich den durch den Wasch- 
schritt erhaltenen Vorteil, namlich dal3 reproduzierbare, gleichmaBige Spotkonturen von Testflachen auf einem Rea- 
genzfeld erhalten werden konnen. 

[0027] Befullt man ein unbeschichtetes Enzymun-TestrOhrchen mit Wasser, wie in Figur 3a gezeigt, so bildet sich eine 
vollig waagrechte Wasser-Luft-Grenzfiache aus. Dies bedeutet eine geringe Benetzung der Wand mit Wasser. Befullt 

20 man hingegen ein mit Streptavidin vorbeschichtetes Enzymun-Testr6hrchen mit Wasser, so ergibt sich eine stark 
gekrummte Wasser-Luft-Grenzf lache, wie in Figur 3b gezeigt. Die Vorbeschichtung fuhrt zu einer hohen Wandbenet- 
zung. Befullt man ein Testrohrchen, welches zunachst mit Streptavidin vorbeschichtet, dann intensiv mit einer wassri- 
gen Flussigkeit gewaschen und anschlieBend getrocknet wurde, so ergibt sich wiederum eine waagrechte Wasser-Luft- 
Grenzfiache, wie in Figur 3c gezeigt Die Vorbeschichtung zeigt nach dem Waschschritt hydrophobe Eigenschaften, 

25 weshalb eine geringe Benetzung der Wand mit Wasser erfolgt. 

[0028] Als fester, nicht poroser Trager kann erf indungsgemaB jedes teste, nicht porose Material verwendet werden. 
Bevorzugt besteht der Trager aus Metall. Glas Oder einem Kunststoff. insbesondere aus Polystyrol. 
[0029] Die zweite Beschichtung wird bevorzugt in Form von raumlich begrenzten Flachen mit einem Durchmesser 
von 10 um bis 10 mm aufgebracht. Da sich das erfindungsgemaBe Verfahren insbesondere zur Herstellung von minia- 

30 turisierten Testformaten eignet. wird die zweite Beschichtung bevorzugt in Form von raumlich begrenzten Flachen mit 
einem Durchmesser von 10 um bis 500 um, besonders bevorzugt von 20 urn bis 200 urn aufgebracht. Das Aufbringen 
der zweiten Beschichtung kann mit bekannten Verfahren erfolgen. ZweckmaBigerweise wird die zweite Beschichtung 
in einer wSssrigen Losung in Form von Mikrotropfchen mit einem Volumen zwischen 0,00001 bis 1 ul aufgebracht, z.B. 
mit Hilfe eines Flussigkeitstrahlverfahrens. Es ist aber erf indungsgemaB auch moglich, groBere ReaktionsgefaBe, wie 

35 z.B. Mikrotiterplatten oder Kuvetten zu beschichten. 

[0030] Bevorzugt wird das Reagenzfeld des festen Tragers volff lachig vorbeschichtet, wonach auf diese vol If lachig e 
Vorbeschichtung die zweite Beschichtung in Form von raumlich begrenzten Testflachen aufgebracht wird. Es ist aber 
auch moglich, bereits die Vorbeschichtung in Form von Spots aufzubringen, was jedoch in einen hoheren Aufwand 
resultiert, da die zweite Beschichtung dann genau auf die vorbeschichteten Flachen positioniert werden muB. 

40 [0031] Die Reproduzierbarkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens ermoglicht es, Testsysteme bereitzustellen, die 
mehrere gleiche Oder verschiedene Testflachen, insbesondere in miniaturisierter Form enthalten, so daB sowohl die 
Menge des benOtigten Analyten als auch die Analysezeiten deutlich verringert werden kOnnen. Es ist deshalb bevor- 
zugt, mehrere raumlich begrenzte Flachen der zweiten Beschichtung auf einen Trager aufzubringen. Die Flachen kdn- 
nen dabei alledie gleichen Rezeptormolekule aufweisen. In diesem Fall kann eine Vielzahl von verschiedenen Proben 

45 gleichzeitig auf einem Testtrager untersucht werden. Wenn mindestens zwei der Flachen jeweils unterschiedliche 
Rezeptormolekule aufweisen, kdnnen in einer Probe mehrere Analyten parallel bestimmt werden. Bei solchen Syste- 
men ist es besonders wichtig, raumlich scharf begrenzte Testflachen zu erzeugen und jegliches Verschmieren der 
Rezeptormolekule zu vermeiden. Nur so kann sichergestellt werden, daB tatsachlich der gewunschte Analyt, der an 
eine spezifische Testf I ache bindefahig ist, bestimmt wird und nicht eine Kontamination benachbarter Flachen mit 

so Rezeptormolekulen anderer Testflachen zu falschen Resultaten fuhrt. 

[0032] Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist eine Festphase, die durch das zuvor beschriebene Verfahren erhaft- 
lich ist, umfassend eine Vorbeschichtung auf einen festen Trager und eine an die Vorbeschichtung in Form von mehre- 
ren, kreisfdrmigen raumlich begrenzten Flachen gebundene zweite Beschichtung, welche dadurch gekennzeichnet ist, 
daB die zweite Beschichtung an die Vorbeschichtung gebundene Rezeptormolekule umfaBt und daB der Durchmesser 

55 der Flachen der zweiten Beschichtung 1 0 um bis 1 0 mm betragt und von Fiache zu Flache weniger als 1 0%, bevorzugt 
um weniger als 5% und besonders bevorzugt um weniger als 2,5% variiert Besonders bevorzugt wird diese Festphase 
in einem miniaturisierten Testsystem verwendet, wobei der Durchmesser der Testflachen 10 bis 500 um, bevorzugt 20 
bis 200 um betragt. 
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[0033] Weiterhin umfaBt die Erfindung die Verwendung einer solchen Festphase zum Nachweis eines Oder mehrerer 
Analyten, insbesondere in Bindungsassays, wie etwa einem Immunoassay, einem Nukleinsaurehybridisierungsassay 
usw. 

[0034] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Verbesserung der GleichmaBigkeit raumlich 
begrenzter Beschichtungsf lachen auf einem festen, insbesondere nicht porosen Trager, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen einer Vorbeschichtung auf ein Reagenzfeld des festen Tragers, 

(b) Waschen des vorbeschichteten Tragers mrt einer wassrigen Flussigkeit und 

(c) Aufbringen einer zweiten Beschichtung, die mit der Vorbeschichtung bindefahig sind, auf den vorbeschichteten 
Trager in Form von raumlich begrenzten Flachen auf dem Reagenzfeld. 

[0035] Ein Problem, das haufig bei der Herstellung oder/und Verwendung von Festphasen fur Bindeassays auftritt, 
ist das Verschmieren von Rezeptormolekulen auBerhalb der dafur vorgesehenen, raumlich begrenzten Flachen beim 
Aufbringen einer NachbeladelOsung. 

[0036] Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft deshalb ein Verfahren zur Vermeidung des Verschmierens von raum- 
lich begrenzten Festphasen, welche durch Aufbringen einer Rezeptormolekule enthaltenden Beschichtungslosung auf 
vorbestimmte begrenzte Bereiche eines festen Tragers und anschlieBendes Behandeln mit einer NachbeladelOsung 
erzeugt werden, umfassend mindestens eine der MaBnahmen: 

(a) Aufbringen der Beschichtungslosung, auf eine Weise, so daB eine im wesentlichen quantitative Bindung der 
Rezeptormolekule innerhalb der vorbestimmten begrenzten Bereiche erfolgt oder/und 

(b) Verhinderung der erneuten Bindung von eluierten Rezeptormolekulen aus den vorbestimmten begrenzten 
Bereichen bei Aufbringung einer Nachbehandlungslosung. 

[0037] Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB unter Verwendung mindestens einer dieser MaBnahmen das 
Verschmieren von raumlich begrenzten Festphasen vermieden werden kann, was in scharf begrenzten Testf lachen mit 
reproduzierbaren Konturen und GroBen resultiert Dieses Verfahren kann sowohl fur einlagige als auch fur mehrlagige 
Beschichtungen verwendet werden. 

[0038] Rezeptormolekule werden im Allgemeinen in wassriger Losung in Form kleiner Tropfchen auf einen festen Tra- 
ger aufgetragen, der gegebenenfalls vorbeschichtet sein kann. Aus der Losung heraus diffundieren die Rezeptormole- 
kule dann an den festen Trager bzw. an die Vorbeschichtung und binden an diese. Diese Bindungswechselwirkung 
kann eine hochaffine Wechselwirkung wie etwa eine immunologische Reaktion Oder eine Streptavidin/Avidin-Biotin- 
Wechselwirkung oder eine kovalente Bindung sein. Bei herkdmmlichen Festphasensystemen des Standes der Technik 
bewirken Nachfolgeprozesse nach dem Aufbringen der Beschichtung z.B. bei der Versuchsdurchfuhrung zur Analyse 
eines Analyten oder das Aufbringen einer Nachbeladelosung eine Eluation ungebundener oder nicht genugend gebun- 
dener Molekule von der Festphase. 

[0039] Eine spezifisch beschichtete Festphase wird ublicherweise mit einer Nachbeladelosung behandelt, deren Auf- 
gabe es ist, unspezrfische Bindestellen abzublocken und die Rezeptormolekule gegen auBere Eirrflusse zu stabilisie- 
ren. Dies ist notwendig, da die Testf lachen des Reagenzfeldes einer Festphase zumeist nicht vollstandig zu 100% 
belegt sind. Freibleibende Stellen des Tragers bzw. der Vorbeschichtung stellen jedoch unspezrfische Bindungsstellen 
dar, an die andere Probenbestandteile als der gewunschte Analyt binden konnen. 

[0040] Weiterhin enthait eine Beschichtung mit Rezeptormolekulen zumeist auch einen geringen Anteil geschadigter 
Molekule, an die andere Probenbestandteile als der erwunschte Analyt unspezrfisch binden konnen. Durch Aufbringen 
einer Nachbeladelosung, welche beispielsweise Inertproteine enthait, werden solche Stellen blockiert, so daB die spa- 
tere Anlagerung von Probenbestandteilen wahrend der Analyse verhindertwird. Zudem dienteine Nachbeladelosung 
oftmals auch zur Stabilisierung der Rezeptormolekule bzw. der Beschichtung gegen auBere Eirrflusse wie etwa Tem- 
peratur oder Feuchtigkeit In vielen Ausfuhrungsformen von Analysesystemen, wie z.B. Mikrotiterplatten oder ES- 
Tubes liegen Verfahrensabl&ufe vor, in denen die Nachbeladelosung sowohl blockierende als auch stabilisierende Auf- 
gaben erfullt. 

[0041] Wahrend die Verwendung einer Nachbeladelosung fur viele Testformate notwendig ist, ist damit zugleich oft- 
mals das Verschmieren der zuvor aufgebrachten Rezeptormolekule verbunden. Das Aufbringen der Nachbeladelosung 
bewirkt eine Elution ungebundener oder ungenugend gebundener Rezeptormolekule. Diese eluierten Rezeptormole- 
kule konnen dann unerwunschterweise an beliebigen noch zuganglichen Stellen des festen Tragers bzw. der Vorbe- 
schichtung binden und fuhren somit zu einem Verschmieren von zuvor raumlich begrenzten Festphasen, da sich die 
Rezeptormolekule auch auBerhalb des Primarauftrags anlagern k6nnen. Ein solches Verschmieren ist insbesondere 
dann von groBem Nachteil, wenn auf einem Trager mehrere raumlich begrenzte Flachen aufgebracht sind, die jeweils 
unterschiedliche Rezeptormolekule aufweisen. Die Elution von Rezeptormolekulen und Bindung von eluierten Rezep- 
tormolekulen an anderen Stellen der Festphase kann zu einer Vermischung der Rezeptoren in den Testf lachen fuhren, 
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so daB kein eindeutiges Analyseergebnis erhalten wird. Dieses Problem tritt insbesondere bei miniaturisierten Testfor- 
maten auf. Auch bei Tests, bei denen keine Nachbeladelosung verwendet wird, tret en die gleichen Probleme auf, n£m- 
lich spatestens zu dem Zeitpunkt, an dem eine Probenlosung aufgebracht wird. 

[0042] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB durch Aufbringen einer Beschichtungslosung, wobei eine im 
s wesentlichen quantitative Bindung der Rezeptormolekule innerhalb vorbestimmter Bereiche erfolgt, das Verschmieren 
der raumlich begrenzten Festphasen vermieden werden kann. Durch eine nahezu 100%ige Bindung der Rezeptormo- 
lekule kann deren Elution verhindert werden. Bevorzugt werden die Rezeptormolekule zu mehr als 90 %, besonders 
bevorzugt zu mehr als 95 % und am meisten bevorzugt zu mehr als 99 % gebunden. Eine im wesentlichen quantitative 
Bindung der Rezeptormolekule wird bevorzugt durch die Verwendung einer Beschichtungslosung erzielt, die eine Kon- 
io zentration an Rezeptormolekulen aufweist, die geringer als die Grenzkonzent ration ist, die ausreicht um den vorbe- 
stimmten Bereich vollstandig zu belegen. Wenn die Beschichtungslosung weniger Rezeptormolekule enthalt als an der 
Testflache bindefahig sind, so werden alle aufgebrachten Rezeptormolekule in der Testflache gebunden und es liegen 
keine ungebundenen Oder ungenugend gebundenen Rezeptormolekule vor, die spater, beispielsweise durch eine 
Nachbeladelosung, eluiert werden kOnnen. Grenzkonzentrationen fQr verschiedene Rezeptormolekule sind in Tabelle 
15 4 dargestellt. 



Tabelle 4 



Grenzkonzentrationen unterschiedlicher Beschichtungsmolekule 


Rezeptormolekul 


Durchmesser 10 um 


Durchmesser 1 00 ^m 


Durchmesser 1mm 


Antikorper 


2,5 mg/ml 


250 ug/ml 


25 Kig/ml 


Antigen (z.B. p24) 


600 ug/ml 


60 MQ/ml 


6 ug/ml 


Peptid (MG 3000) 


150 ug/ml 


15 ug/ml 


1 ,5 ^g/ml 



[0043] Bevorzugtwird eine Beschichtungslosung verwendet, die eine Konzentration an Rezeptormolekulen enthalt, 
die kJeiner als die Grenzkonzentration ist, bevorzugt kl einer als 50% und besonders bevorzugt kleiner als 25% der 
30 Grenzkonzentration. 

[0044] Weiterhin ist es bevorzugt, stark bindende Rezeptormolekule zu verwenden, beispielweise vernetzte AntikOr- 
per anstelie von monomeren AntikOrpern. Insbesondere durch das Vernetzen von AntikOrpern zu Polymer en mit einem 
Molekulargewicht von > 1,2 Millionen Dalton kann ein Verschmieren verhindert werden, da gefunden wurde, daBhoch- 
vernetzte Proteine sehr gut an teste Trager, insbesondere an Kunststoffoberf lachen binden. Besonders bevorzugtwird 
35 als Rezeptormolekul rekombinantes HBc-Antigen verwendet, wobei durch Selbstaggregation Makromolekule im 
Bereich von mehreren Millionen Dalton gebildet werden, sowie tRSA-Konjugate, wie etwa tRSA-Biotin, tRSA-Strepta- 
vidin oder tRSA-Anti-TSH-Arrtikdrper. In alien Fallen wurde eine nahezu 100%-ige Bindung und damit keinerlei Ver- 
schmierung von Rezeptormolekulen auBerhalb der Zielflache gefunden. 

[0045] Die Rezeptormolekule kOnnen unmittelbar auf den festen Trager oder auf eine auf den festen Trager aufge- 
40 brachte Vorbeschichtung aufgebracht werden. Im Falle einer Vorbeschichtung ist es bevorzugt, Rezeptormolekule zu 
verwenden, die eine hohe Bindungsaffinitat von mindestens 10 8 l/mol an die Vorbeschichtung aufweisen. 
[0046] Weiterhin wurde gefunden, daB ein Verschmieren von raumlich begrenzten Festphasen durch Zugabe eines 
EluationsverzOgerers zu der Beschichtungslosung verhindert werden kann. Unter EluationsverzOgerern werden Sub- 
stanzen verstanden, die nach Eintrocknen der Beschichtungslosung einen Uberzug uber der Testflache bilden und so 
45 eine unmittelbare Eluierung ungebundener oder nicht genugend gebundener Rezeptormolekule bei Zugabe einer 
Nachbeladelosung oder Probeldsung verhindern oder verzogern. Geeignete Eluationsverzogerer sind beispielsweise 
Saccharide wie etwa Saccharose, PVP (Polyvinylpyrrolidon) oder D extra n, welches bevorzugt ein Molekulargewicht 
von 10 000 bis 100 000 Da aufweist. Weitere geeignete Eluationsverzogerer sind Gelatine und Zellulosederivate, ins- 
besondere Methylcellulose, die bevorzugt dann eingesetzt werden, wenn die Rezeptormolekule mit einer zuvor auf- 
so gebrachten Vorbeschichtung reagieren. Durch die Zugabe eines Eluationsverzdgerers wird die Eluierung 
ungebundener Rezeptormolekule wenigstens solange hinausgezogert. bis alle freien Stellen auf den festen Trager 
durch geeignete MaBnahmen blockiert worden sind, so daB eluierte Rezeptormolekule nicht mehr binden k6nnen und 
ausgewaschen werden. 

[0047] In einem zweiten Aspekt wird das erneute Binden von eluierten Rezeptormolekulen aus vorbestimmten Berei- 
55 chen bei Aufbringen einer Nachbeladelosung verhindert. Dies wird bevorzugt durch Zugabe einer Blockierungssub- 
stanz zur Nachbeladelosung erreicht. Hierbei ist es wesentlich, dafur zu sorgen, daB die Bindung der 
Blockierungssubstanzen mdglichst schnell erfolgt. Dies kann dadurch erreicht werden, daB man die Nachbeladelosung 
mit hohen Konzentrationen von ^ 0,5 Gew.-%, bevorzugt > 1 Gew.-% an einer Blockierungssubstanz versetzt. beispiels- 
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weise mit 1 Gew.-% RSA (Rinderserumalbumin), Crotein C, Kasein etc. Weitere geeignete Blockierungssubstanzen 
sind z.B. Pepton, Binder IgG. Kaninchen IgG, Collagen, Gelatine, Polyethylenglykol und Detergenzien, wie etwa Tween 
20. 

[0043] Die Bindungskinetik der Blockierungssubstanz, insbesondere von Blockproteinen kann auch durch geeignete 
5 Pufferzusatze, wie etwa 3% MgCI 2 verbessert werden. Wenn die Beschichtungslosung nicht direkt auf den festen Tra- 
ger, sondern auf eine Vorbeschichtung aufgebracht wird, werden Blockierungssubstanzen gewahlt, die spezifisch mit 
der Vorbeschichtung reagieren. Anstelle bzw. zusatzlich zu unspezifischen Blockierungssubstanzen, wie etwa Block- 
proteinen, kann durch solche spezifischen Blocksubstanzen, die mit der Vorbeschichtung spezifisch bindefahig sind, 
die Blockierungswirkung noch verbessert werden. Hierzu wird beispielsweise auf eine Streptavidinvorbeschichtung 
10 eine biotinylierte Rezeptormolekule enthaltende Ldsung aufgebracht. Nach dem Eintrocknen wird darauf eine Biotinl6- 
sung aufgetragen, durch die die noch freien Streptavidin-Bindestellen abgesattigt werden. 

[0049] SchlieBlich ist es erfindungsgemaB auch mOglich, das Verschmieren von raumlich begrenzten Festphasen 
durch Aufbringen der Nachbeladelosung innerhalb einer geringen Zeitdauer zu verhindern, sodaB eluierte Rezeptor- 
molekule unmittelbar stark vedunnt werden. Die maximale Zeitdauer betragt dabei im Allgemeinen 500 msec, bevor- 

15 zugt 250 msec und besonders bevorzugt 50 msec. Hier ist es von Vorteil, fur eine schnelle Durchmischung zu sorgen, 
um in der Nachbeladelosung Bereiche mit hoher lokaler Konzentration an eluierten Rezeptormolekulen zu verhindern. 
Eine effiziente Mischung ist beispielsweise dadurch zu erreichen, daB die Nachbeladelosung mit einer moglichst hohen 
StrGmungsgeschwindigkeit aufgebracht wird, wodurch ein moglichst kurzer zeitlicher Kontakt zwischen Nachbeladelo- 
sung und Testflachen gewahrleistet wird. 

20 [0050] Besonders bevorzugt werden mehrere der angegebenen MaBnahmen in Kombination eingesetzt, um ein Bin- 
den von eluierten Rezeptormolekulen auBerhalb der vorgesehenen Testflachen zu verhindern. Als besonders vorteil- 
haft hat es sich erwiesen, der Beschichtungslosung einen Eluationsverzdgerer und der Nachbeladelosung eine 
Blockierungssubstanz zuzusetzen und gleichzeitig fur eine schnelle Durchmischung der Nachbeladelosung zu sorgen. 
[0051] Da dieses Verfahren insbesondere bei miniaturisierten Testformaten vorteilhaft ist, weisen die raumlich 

25 begrenzten Festphasen bevorzugt einen Durchmesser von 1 0 bis 500 pm. besonders bevorzugt von 20 bis 200 p.m auf. 
[0052] Die Erfindung umfaBt auch eine durch das oben beschriebene Verfahren zur Vermeidung des Verschmierens 
von raumlich begrenzten Festphasen erhaltliche Festphase, welche durch Aufbringen einer Rezeptormolekule enthal- 
tenden Beschichtungslosung auf vorbestimmte Bereiche eines festen Tragers und anschlieBendes Behandeln mit einer 
Nachbeladelosung erzeugtwird, wobeidie Rezeptormolekule in raumlich begrenzten Flachen angeordnet sind, welche 

30 dadurch gekennzeichnet ist, daB sich > 80%, insbesondere > 90% und besonders bevorzugt > 95% der Rezeptormo- 
lekule innerhalb der raumlich begrenzten Flachen bef inden. Eine solche Festphase ermoglichtzuverlassige und repro- 
duzierbare Analyseergebnisse. Eine solche Festphase kann zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten verwendet 
werden. 

[0053] Eine weitere hauf ige Ursache fur falsche Ergebnisse bei Bindungsassays sind unspezif ische Bindungen, d.h. 
35 Bindungen von Probenbestandteilen auBer dem gewunschten Analyten, an mit Streptavidin oder Avidin beschichtete 
Festphasen. 

[0054] Die vorliegende Erfindung betrifft deshalb auch ein Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bindung an 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase, umfassend die Schritte 

40 (a) Aufbringen eines aus einem Makromolekul und Biotin bestehenden Konjugats und 
(b) Aufbringen von monomerem Streptavidin oder Avidin auf die Festphase. 

[0055] Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB durch dieses Verfahren eine deutliche Verringerung von unspe- 
zif ischer Bindungen an eine mit einer Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase erreicht werden kann. Die Ver- 
45 wendung von monomerem Streptavidin verringert insbesondere die unspezifische Bindung von Konjugaten und 
anderen Probenbestandteilen an die Festphase erheblich. 

[0056] Bevorzugt wird das aus einem Makromolekul. wie etwa tRSA, und Biotin bestehende Konjugat als wassrige 
Losung in Form von Mikrotropfchen auf einen festen Trager aufgebracht. Bevorzugt wird dabei ein Konjugat verwendet, 
das ein Makromolekul und Biotin im Verhaftnis 1 :1 bis 1 :3, besonders bevorzugt 1 :1 bis 1 :2 umfaBt. Durch eine solche 
50 niedrige Biotinylierungs-StOchiometrie des Klettproteins kann die unspezifische Bindung, insbesonderevon Konjugaten 
weiter wesentlich verringert werden. 

[0057] Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bindung an eine mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtete Festphase eignet sich insbesondere auch fur miniaturtsierte Testformate, wobei die Festphase 
bevorzugt einen Durchmesser von < 10 mm, besonders bevorzugt < 5 mm aufweist. 
55 [0058] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Festphase, erhaltlich durch das oben beschriebene Verfahren, 
welche dadurch gekennzeichnet ist. daB sie eine Vorbeschichtung eines aus einem Makromolekul und Biotin bestehen- 
den Konjugats und darauf eine Schicht von monomerem Streptavidin oder Avidin aufweist. Eine solche Festphase wird 
insbesondere zum Nachweis eines Analyten verwendet. 
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[0059] Die Erf indung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert: 
Beispiele 

5 Beispief 1 Herstellung von Spots auf einer streptavidinbeschichteten Oberf lache 

[0060] Die Testflachen wurden mit einer Beschichtungslosung beaufschlagt, die eine hochmolekulare Verbindung 
RSA-Streptavidin mit einer PartikelgroBe von ca. 100 nm enthielt. Nach einer Reaktionszeit von 15 min wurde die 
Beschichtungslosung abgesaugt und die Testflachen mit einer Losung bestehend aus 0,05 % NaCI, 0,2% Saccharose 
10 und 0,05% RSA geblockt. Bei der in Fig. 1 gezeigten Testf lache wurde nach einer Inkubationszeit der Vorbeschichtung 
von 5 min nur trocken gesaugt, wahrend bei den in Fig. 2 gezeigten Testflachen ein erfindungsgemSBer Waschschritt 
mit einem waBrigen Medium durchgefuhrt wurde und anschlieBend trockengesaugt wurde. 

Beispiel 2 

15 

[0061] 3,7 g Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 4,75 g MES (2-Morpholinoethansulfonsaure) werden in 5 I 
Wasser gelost Mit 5 ml dieses Waschpuffers wird ein vorbeschichtetes Reaktionsgef&B mit einem Nennvolumen von 
50 nl uberstromt. AnschlieBend wird das ReaktionsgefaB mit einer oder mehreren Absaugnadeln trockengesaugt. 
Durch Aufbringen einer zweiten Beschichtung auf die gewaschene und getrocknete Vorbeschichtung erhalt man raum- 
20 lich eng begrenzte Testflachen, wie sie beispielsweise in Figur 2 dargestellt sind. 

Beispiel 3 

[0062] Auf einen festen Trager wird eine Streptavidinvorbeschichtung aufgebracht. Auf diese Beschichtung wird eine 
25 Beschichtungslosung mit mono-biotinylierte Antikdrper in Form kleiner Tropfchen aufgegeben. Nachdem die Tr6pfchen 
eingetrocknet sind, wird darauf eine Losung gegeben, die 3 mg/ml Biotin in 50 mM K 2 HP0 4 enthalt. Nach einigen 
Sekunden wird die Biotinlosung entfernt und eine Losung mit 1% RSA (Rinderserumalbumin) und 2% Saccharose auf- 
gebracht, welche nach wenigen Sekunden ebenfalls entfernt wird. AnschlieBend wird das System getrocknet. Auf diese 
Weise werden raumlich scharf begrenzte Festphasen erhalten, ohne Verschmierung von Rezeptormolekulen auBer- 
30 halb der gewunschten ReaktionsflSche. 

Beispiel 4 

[0063] Es wurden unspezif ische Bindungen auf verschiedenen Streptavidin- Festphasen untersucht. Die Ergebnisse 
35 sind in Tabelle 5 zusammengestellt. 



Tabelle 5 



Beschichtungs-Typ 


TSH-Konjugat 


p24-Konjugat 


Human-IgG 


tRSA-Streptavidin 


24 


31 


105 


tRS A- Biotin + polymer es Streptavidin 


3 


71 


63 


tRSA-Biotin + monomeres Streptavidin 


0 


4 


38 



45 

[0064] Wie deutlich zu sehen ist, kann durch die erfindungsgemaBe Kombination aus Konjugat und monomerem 
Streptavidin eine deutiiche Verringerung der unspezrfischen Bindung erzielt werden. 

Beispiel 5 Direktbeschichtung 

50 

[0065] ZunSchst wird ein Polyhapten durch Kopplung mehrerer identtscher Peptide an RSA hergestetlt. Das Polyhap- 
ten wird auf 50 jig/ml in einen Puffer umfassend 5 mM Mes, 5 mM Tris und 1 % Saccharose geldst. AnschlieBend wer- 
den Tropfchen mit einem Volumen von 150 pi auf einen PolystyroltrSger aufgebracht, fur ca. 5 s inkubiert und fur etwa 
60 s getrocknet. AnschlieBend wird eine BlocWdsung bestehend aus 1% RSA und 2% Saccharose aufgebracht und fur 
55 10 s inkubiert. AnschlieBend wird abgesaugt und eine BlocW6sung. bestehend aus 1% RSA und 2% Saccharose zuge- 
geben. AnschlieBend wird abgesaugt und getrocknet. 
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Beispiel 6 Streptavidin- Vorbeschichtung 

[0066] Zunachst wird ein biotinyliertes Makromolekul (z.B. thermisch aggregiertes RSA) in einer Konzentration von 
100 ug/ml in PBS auf einen Polystyroltrager mit 50 \s\ Nennvolumen aufgebracht und 5 min inkubiert. AnschlieBend wird 
5 abgesaugt und eine Streptavidinlosung mil einer Konzentration von 100 ^g/ml in PBS zugegeben. Nach 5 min Inkuba- 
tion erfolgt ein Waschschritt mit anschlieBendem Trockensaugen. 

[0067] Unterschiedliche, biotinylierte DNA-Fangsonden (18-mer) werden in einer Konzentration von 1 jiM in einen 
Puffer aus 5 mM Mes, 5 mM Tris, 1% Saccharose und 0,5 mg/ml RSA gelost. AnschlieBend werden Tropfchen mit 
einem Volumen von ca. 150 pi in Form eines Arrays auf einen Polystyroltrager aufgebracht Nach einer Inkubation fur 
io ca. 5 s und Trocknen fur ca. 60 s wird eine Losung bestehend aus 3 mg/ml Biotin in 50 mM Dikaliumphosphat zugege- 
ben und fur 2 s inkubiert. AnschlieBend wird abgesaugt und eine Blocklosung, bestehend aus 1% RSA und 2% Sac- 
charose zugegeben, abgesaugt und getrocknet 

Beispiel 7 Vorbeschichtung mit Anti-Maus-Antikdrpern 

15 

[0068] PAK Maus-F cy B IgG werden in einer Konzentration von 30 ug/ml in einem Puffer umfassen 40 mM Kalium- 
phosphat bei einem pH-Wert von 7,4 in 0,9% Natriumchlorid gelost. Diese Losung wird in ein ReaktionsgefaB mit 50 mI 
Nennvolumen aufgebracht. Nach 15 minutiger Inkubation und anschlieBendem Absaugen erfolgt die Zugabe einer 
Blocklosung bestehend aus 1% RSA und 2% Saccharose. Nach 5 min Inkubation erfolgt erf indungsgemSB ein Wasch- 

20 schritt mit anschlieBendem Trockensaugen. 

[0069] Ein Fusionsprotein (Maus-F cy + CD28) wird in einem Puffer umfassend 5 mM Mes, 5 mM Tris, 1% Saccharose 
und 0,5 mg/ml RSA auf 100 fig/ml ge!6st. Es werden TrOpfchen mit einem Volumen von ca. 150 pi auf den zuvor 
beschriebenen, beschichteten Polystyroltrager aufgebracht und fur ca. 5 s inkubiert. Nach Trocknen fur ca. 60 s erfolgte 
die Zugabe einer Blocklosung bestehend aus 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 100 Mg/ml Maus IgG, 1 mg/ml 

25 RSA. Nach Inkubation fur 10 s wird abgesaugt und eine Blocklosung bestehend aus 1% RSA, 2% Saccharose zuge- 
geben, abgesaugt und getrocknet. 

Beispiel 8 Universelle Streptavidin-Testf lachen 

30 [0070] Ein Makromolekul von ca. 100 nm PartikelgroBe, bestehend aus RSA und Streptavidin wird auf eine Konzen- 
tration von 500 Mg/ml in 20 mM Phosphatpuffer pH 7,4 und 1% Saccharose gelost. Tropfchen mit einem Volumen von 
etwa 150 pi werden auf einen Polystyroltrager aufgebracht, fur ca. 5 s inkubiert und fur ca. 60 s getrocknet. Anschlie- 
Bend wird eine Losung, bestehend aus 1% RSA und 2% Saccharose zugegeben, fur ca. 10 s inkubiert und abgesaugt. 
Dann wird eine Losung bestehend aus 1% RSA, 2% Saccharose, 1 Mg/ml biotinylierter Anti-TSH-Antikorper zugege- 

35 ben, fur 20 min inkubiert und abgesaugt. SchlieBlich wird eine Blocklosung bestehend aus 1% RSA und 2% Saccha- 
rose zugegeben, abgesaugt und getrocknet. Das Ergebnis ist eine hochprazise, miniaturisierte TSH-spezifische 
Festphase. 

Beispiel 9 Testf lachen fur Anti-Rubella-Antikbrper 

40 

[0071] Ein biotinyliertes Makromolekul (z.B. thermisch aggregiertes RSA) wird in einer Konzentration von 100 Mg/ml 
in PBS auf einen Polystyroltrager mit 50 m' Nennvolumen aufgebracht, 5 min inkubiert und abgesaugt. AnschlieBend 
wird eine Streptavidinlosung mit einer Konzentration von 100 \ig/m\ in PBS zugegeben. Nach 5 min Inkubation erfolgt 
erlindungsgemSB ein Waschschritt mit anschlieBendem Trockensaugen. 

45 [0072] Ein biotinylierter Anti-Rubella- Antikdrper wird auf eine Konzentration von 50 jig/ml in einen Puffer aus 5 mM 
Mes, 5 mM Tris, 1% Saccharose und 0,5 mg/ml RSA geldst. Tropfchen mit einem Volumen von ca. 150 pi werden auf 
dem zuvor beschriebenen TrSger aufgebracht. Es erfolgt eine Inkubation fur ca. 5 s und ein Trocknen fur ca. 60 s. 
AnschlieBend wird eine LOsung bestehend aus 3 mg/ml Biotin in 50 mM Dikaliumphosphat zugegeben, fur 2 s inkubiert 
und abgesaugt. Dann wird eine L6sung, bestehend aus 0,1% Tween 20, 1% RSA, 3 U/ml Virus-Lysat (Rubella- Virus) 

so in PBS zugegeben, fur 20 min Inkubiert und dann abgesaugt. AnschlieBend wird eine Blockl6sung, bestehend aus 1% 
RSA und 2% Saccharose zugegeben, abgesaugt und getrocknet. 

Patentanspruche 

55 1 . Verfahren zum Aufbringen einer mehrlagigen Beschichtung auf einen festen, nicht porosen Trager, umfassend die 
Schrrtte: 

(a) Aufbringen einer Vorbeschichtung auf ein Reagenzfeld des festen TrSgers, 
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(b) Waschen des vorbeschichteten Tragers mit einer wassrigen Flussigkeit und 

(c) Aufbringen einer zweiten Beschichtung, umfassend Rezeptormolekule, die mit der Vorbeschichtung binde- 
fahig sind, auf den vorbeschichteten Trager in Form von raumlich begrenzten Flachen auf dem Reagenzfeld. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die zweite Beschichtung in Form von raumlich begrenzten Flachen mit einem Durchmesser von 10 |im bis 10 
mm aufgebrachl wird. 

io 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der teste Trager mit einem ersten Partner eines spezif ischen Bindepaares vorbeschichtet wird und das Rezep- 
tormolekul den zweiten Partner umfaBt. 

is 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere raumlich begrenzte Flachen der zweiten Beschichtung auf einen Trager aufgebracht werden, wobei 
mindestens zwei der Flachen jeweils unterschiedliche Rezeptormolekule aufweisen. 

20 5. Festphase, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, umfassend eine Vorbeschichtung auf 
einem festen, nichtporosen Trager und eine an die Vorbeschichtung in Form von mehreren, kreisfOrmigen raumlich 
begrenzten Flachen gebundene zweite Beschichtung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die zweite Beschichtung an die Vorbeschichtung gebundene Rezeptormolekule umfaBt und daB der Durch- 
25 messer der Flachen der zweiten Beschichtung 10 jim bis 10 mm betragt und von Flache zu Flache um weniger als 

10% variiert 

6. Verwendung einer Festphase nach Anspruch 5 zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten. 

30 7. Verfahren zur Verbesserung der GleichmaBigkeit raumlich begrenzter Beschichtungsf lachen auf einem festen Tra- 
ger, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen einer Vorbeschichtung auf ein Reagenzfeld des festen Tragers, 

(b) Waschen des vorbeschichteten Tragers mit einer wassrigen Flussigkeit und 

35 (c) Aufbringen einer zweiten Beschichtung, die mit der Vorbeschichtung bindefahig ist, auf den vorbeschichte- 

ten Trager in Form von raumlich begrenzten Flachen auf dem Reagenzfeld. 

8. Verfahren zur Vermeidung des Verschmierens von raumlich begrenzten Festphasen, welche durch Aufbringen 
einer Rezeptormolekule enthaltenden Beschichtungslosung auf vorbestimmte Bereiche eines festen Tragers und 

40 anschlieBendes Behandeln miteiner Nachbeladelosung erzeugt werden, umfassend mindestens eine der MaBnah- 
men: 

(a) Aufbringen der Beschichtungslosung auf eine Weise, so daB eine im wesentlichen quantitative Bindung der 
Rezeptormolekule innerhalb vorbestimmter begrenzter Bereiche erfolgt oder/und 
45 (b) Verhinderung der erneuten Bindung von eluierten Rezeptormolekulen aus den vorbestimmten begrenzten 

Bereichen bei Aufbringen einer Nachbeladungsl&sung. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB eine Beschichtungslosung aufgebracht wird, die eine Konzentration an Rezeptormolekulen von kleiner als 

90% der Grenzkonzentration enthah. die ausreicht, um den vorbestimmten Bereich vollstandig zu belegen. 

10. Festphase, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 9, welche durch Aufbringen einer 
Rezeptormolekule enthaltenden Beschichtungslosung auf vorbestimmte Bereiche eines festen Tragers und 

55 anschlieBendes Behandeln mit einer Nachbeladelosung erzeugt wird, wobei die Rezeptormolekule in raumlich 
begrenzten Flachen angeordnet sind, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sich > 80% der Rezeptormolekule innerhalb der raumlich begrenzten Flachen befinden. 
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11. Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bindung an eine mit Streptavidin Oder Avidin beschichteten Fest- 
phase, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen eines aus einem Makromolekul und Biotin bestehenden Konjugats und 

(b) Aufbringen von monomerem Streptavidin Oder Avidin auf die Festphase. 
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Fig. 2 
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